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Pourquoi une puce multi-especes: contexte

* Depuis 2005 le génotypage illumina infinium® par puce d’hybridation donne des résultats
tres fiables pour des milliers de SNP sur des milliers d’individus d’organismes tres
différents, incluant les plantes.

 Les données produites sont utilisées dans de nombreuses études et donnent de nouvelles
perspectives notamment pour la génétique de population et les analyses de diversité

e Cet outil pourrait étre utilisé dans de nombreuses applications: le contréle d’individu, les
approches de génétique assistée par marqueur...

 Cependant ces puces restent un outil assez peu flexible et colteux surtout si on a peu
d’individus: le cout initial et le nombre minimal d’individus reste le facteur limitant a
I"utilisation des ces puces.
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Pourquoi une puce multi-especes: contexte

* |l existe déja une alternative pour réduire les couts: les puces « add-on »: puces catalogue
animales et récemment végétale (Mais) sur lesquelles on peut rajouter un set de SNP mais il
faut toujours un nombre minimal d’individus pour la premiere commande (1152).

* Une puce multi-especes pourrait étre une autre alternative pour par exemple:

- Permettre d’accéder au génotypage quand on a un nombre limité d’individus en
profitant du regroupement de plusieurs especes

- Diminuer les colts en bénéficiant de la commande d’un grand nombre d’échantillons

* Nous avons donc validé le génotypage et évalué la fiabilité des résultats d’une puce de
génotypage plante constituée de 4 especes
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* 4 especes: colza, peuplier, vigne, pois

Description de la puce multi-especes

Rapeseed Grape

30 DNA samples 48 DNA samples

35 assays* 52 assays*
Rapeseed Poplar Grape Pea Ramdom selection Poplar

1440 DNA1440 / DNA3072 ; DNA2688 p of 152 individuals 28 DNA samp/es Pea
DNA samp/es samples samples samples 34 aSSGyS* 46 DNA samples
52 assays*
!

) SpPlex_4sp
BlackPoplar J GrapeReSeq GenoPea — Merging 67K
20K 12K 20K 15K BeadPools
Mono-Species 4-Species
Infinium® BeadChips Infinium® BeadChip
2012-2014 Q3-2014

*Assays : total number of genotyped samples (singletons, duplicates, triplicates)

EPGV US1279 BAP



Design de la puce multi-especes

From NGS resequencing to Infinium® genotyping : 1-species BeadChips | 4-species BeadChips
\ SpPlex_4sp
NGS SNPs SNPs ISEF'S'I\‘G'L;‘M; INFINIUM® CIFUFSI$EIlIiII;AIiE MERGING
SEQUENCING IDENTIFICATION SELECTION AR GENOTYPING sl BEADPOOLS
Project NGS Infinium® Infinium® Beadchip Infinium® Infinium® Infinium® Infinium®
Re-seq Beadchip Design Deliver Success Deliver
Name_Kbeads
Coordinator Sample Application Sample # SNPs # SNPs # SNPs # SNPs #
Grants # % % % vs 1-species
SeqPolyNap 5 Genome A/C SeqPolyNap_20K 17 607 15932 13 267 15363
8.Chaloub. INRA scaffolds anchoring
) ' 1440 samples 90% 83% 96.4%
ANR-09-GEMN-021
BlackPoplar 52 QTL & Diversity BlackPoplar_12K 10331 9127 8259 8736
P.Faivre Rampant, INRA analysis
) 1440 samples 88% 90% 95.7%
EU-FP6-16322 : EVOLTREE project
EU-FP7-211868 : NovelTree project
GrapeReSeq 41 Diversity analysis Grape_20K 20 000 18 071 12815 17 510
A.F.Adam Blondon, INRA
3072 samples 90% 71%* 96.9%
ANR-08-KBBE-008
*with « global » clusterfile for dll samples, need to fefine related to sanyples/populations
GenoPea 16 Genetic map & Genopea_15K 15 000 13 204 13 156 12738
J.Burstin. INRA Diversity analysis
' ' 2688 samples 88% 99.6%** 96.5%
ANR-09-GMNE-026
**339 to 67% depending pn RIL population

designés.

puce multi-especes construite a partir de la méme synthese des 4 beadpools précédemment

A cause de la présence de mémes illumina codes dans les 4 beadpools déja existants la puce multi-

especes ciblant 54 347 SNP soit 96,5% de la totalité des marqueurs des 4 puces mono-espece.
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Echantillons, Génotypage et SNP Allele calling

* ADN:
Pour valider le génotyage sur la puce multi-especes nous avons utilisé:

— Un échantillon des mémes ADN (méme tube stock) génotypés sur chague puce mono-
espece (sauf pour le colza: nouvel envoi des ADN pré-dilués a partir des tubes stocks
restitués au partenaire)

— A défaut un autre tube stock d’une autre extraction du méme individu (ADN vigne)
— Certains ADN ont été dupliqués, tripliqués...

* Génotypage et Allele calling:
Le génotypage a été réalisé sur BeadChips au format 24-samples

Le calling a été réalisé en appliquant directement pour chaque espéce le ou les clusterfile(s)
préalablement établi pour chaque puce mono-espéece

Seuls les marqueurs ayant donné des résultats exploitables pour les puces mono-espéece ont été
retenus pour I'analyse comparative
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Résultats de la puce multi-especes:
sans réajustement des clusterfiles

Reproductibilité inter-puce moyenne > 99,8% sans les données manquantes
Reproductibilité intra-puce des répétitions >99,99%

Individus avec une faible reproductibilité:
— Soit I’ADN est de mauvaise qualité et il a beaucoup de données manquantes

— Soit I’ADN génotypé dans la puce multi espece est différent de celui génotypé dans la
puce mono-espece (erreur d’étiquetage )
— Clusterfile a ré-affiner du au nombre et au panel d’échantillons
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Analyse des discordances: quelques exemples chez le peuplier

mono-espéce : génotype AB

multi espéce : génotype AA
LG_IV_11_SNP3_233 LG_IV_11_SNP3_233
120 e N 120k .
. \/ & \-r/ @ ‘
Dé o A Dé 0.80 .‘
z * 2 :
10 62 1299 ' 3 0 43
o 560 5.8 T o ) 75 o4
Norm Theta

-Norm Theta o

— Réajustement du cluster file dans la multi-espéces

mono-espeéce : génotype AB Multi espéce : génotype BB

SNP_IGA_6_10257742
1.20 & [ ;" &
o 1 e/ o« u)
£ E iw
2 om 5 o=
80 1227 50 5 10 29
:'4:‘ 0.60 |4
Narm Theta

-Nom Theta o

— Probléme de cluster file et de population dans la mono-espéce
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Analyse des discordances: quelques exemples chez le peuplier
mono-espéce : génotype AB multi espéce : génotype AA

- SNP_IGA_1_14101693
1.80 { 20
T e Gl 4 DD
. 2 .o . @ | :‘@
E « -
2 0.80 E 050
388 594 378 0 2 2 36
55 o 56 O 1 | | | | i i
Norm Theta 0 0.20 0. 4:4N ™ 0.60 0.80 1
orm Theta
SNP_IGA_10_17911091 SNP_IGA_10_17911091
s
. . 2r .'.®
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— Vraies discordances
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Pour le Fun: analyse de mélanges d’ADN

* mélanges d’ADN de 2 a 4 especes génotypés avec la puce multi-especes

% Rape Rape Rape Poplar Poplar Poplar Grape Grape Grape Pea Pea
1000 BOOFFUS BOOFFUT BOOFFWA BOOFJGY BOOFIGZ BOOFK6X B001762 BOODWY BOOEJY BOOEGKW BOOEHBN
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* Plus on mélange d’espéces plus la reproductibilité diminue mais reste variable selon le type

de mélange
* Reproductibilité entre 99,4% et >99,9% selon les mélanges (sans les données manquantes)
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Conclusions et perspectives de la puce multi-especes

Avantages de la puce multi-especes:

 Tres haute reproductibilité des résultats entre la puce multi-espéces et la puce mono-espece:
>99,8%

 Diminution des co(ts par échantillon

 Partage de la contrainte du minimum d’individus par espece ( minimum de premiére
commande 1152 individus)

* Possibilité d’étaler le génotypage sur plusieurs années

Contraintes:
 Le colt de la multi-espéeces doit étre inférieur a la mono-espece

 Dans le cas de mélange d’ADN contrainte logistique que les échantillons de chaque espéce
arrivent en méme temps

Exemples de perspectives d’utilisation d‘une puce multi-espéces en groupant des projets/
especes:
 Contrble d’individu: <1 000 SNP : uniguement possible en infinium® a partir de 3K SNP

e Nombre d’échantillons inférieur a 1152

* Puce générique a 10k SNP par projets/espéces pour environ 5 a 10 espéces qui nécessite de
s’engager sur un nombre minimal de 10-15K échantillons sur 2 ans pour pouvoir négocier
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